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第 4章 胞子体型雄性不稔変異体 Arabidopsis thaliana UDP-glucose  
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の過程も他器官では見られないユニークなものである(Scott et al. 1991)。葯の発達













(Beals and Goldberg 1997)。 
内被は通常 1層であるが、植物によっては多層になることもある。内被の細胞
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は放射状に伸長しており、葯の裂開直前に伸長程度が最大となる。その主な構成成








要であると考えられている(Keijzer 1987a, Bonner and Dickenson 1989, del Campillo 
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消失し、細胞質は完全に体制を失う(Pacini and Franchi 1993)。イネではユービッシ
ュ体形成に必要である RAFTINが同定され、ユービッシュ体が正常に形成されない
変異体では、成熟花粉が正常に形成されない。このため、ユービッシュ体は花粉の




分裂の過程で葯腔内に養分を供給していると考えられている(Clément et al. 1996, 
Pacini and Franchi 1993)。葯腔内に供給される栄養分は炭水化物やアミノ酸であり 
(Echlin 1971, Scotto 1993) 、実際にペチュニアの花粉においては、400 mMもの高濃
度なアミノ酸が蓄積している(Zhang et al. 1982)。また、成熟花粉にはプロリンが高
濃度に存在し、花粉が乾燥する際や花粉管伸長の際に重要な役割を果たしていると
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考えられている(Schwacke et al. 1999, Zhang et al. 1982)。これらの栄養物は花糸を通
して運搬され、葯内の維管束からタペート細胞を通過し、花粉母細胞へ送り届けら
れる(Keijzer et al. 1987a, b)。近年、シロイヌナズナにおいてタペート細胞特異的発
現を示すアミノ酸のトランスポーターが同定され、タペート細胞が小胞子に栄養分
を供給しているというこれまでの仮説がある程度証明された(Lee and Tegeder 2004)。
第 2点目として、タペート細胞は四分子の解離に役割を果たしている。花粉母細胞
の一次膜は、セルロース、ヘミセルロース、ペクチンで覆われている(Carpita and 




体も幾つかの植物種で見出されている(Preuss et al. 1994, Edlund et al. 2004)。シロイ
ヌナズナにおいては、四分子が解離しない変異体 quartet1 (qrt1), quartet2 (qrt2) の







セキシンと内側の壁構造のネキシンに分割される  (Stanley and Linskens 1974, 
Horner Jr 1977) 。シロイヌナズナにおいてエキシンが正常に分化せず雄性不稔を示
す変異体は、male sterility1 (ms1), male sterility2 (ms2), defective in exine formation1 
(dex1), faceless pollen-1 (flp1), no exine formation1 (nef1)など複数個単離され一部は原
因遺伝子も同定さており、いずれもタペート細胞の機能不全に由来する (Aarts et al. 
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異的遺伝子が大規模に単離･同定されている(Becker et al. 2003, Honys and Twell 
2003, 2004)。また、ミヤコグサ、イネにおいても同様の解析がなされている(Endo et 
al. 2002b, 2004)。シロイヌナズナとイネにおける花粉特異的遺伝子の解析を総合す
ると、発現している全遺伝子のうち約 10%が花粉でのみ特異的に発現していること
がわかっている(Becker et al. 2003, Honys and Twell 2003, Lan et al. 2004)。さらに、ト
ランスクリプトームに留まらず、近年では花粉においてもプロテオーム解析がシロ
イヌナズナやトマト、トウモロコシ、イネ、ストローブマツで行われている(Imin et 
al. 2001, Kerim et al. 2003, Fernando 2005, Holmes-Davis et al. 2005, Dai et al. 2006, 
Petersen et al. 2006, Sheoran et al. 2007)。 
シロイヌナズナは高等植物のモデルとして様々な研究が成されているが、雄性










こと、5) 交配実験がイネなどに比べ簡便に行えること、6) Late anther tomato52 
(Lat52) (Ursin et al. 1989, Twell et al. 1990), Arabidopsis thaliana anther7 (ATA7) 
(Rubinelli et al. 1998), EXTRA SPOROGENOUS CELLS (EXS)/EXCESS 
MICROSPOROCYTES1 (EMS1) (Canales et al. 2002, Zhao et al. 2002), 
DYSFUNCTIONAL TAPETUM1 (DYT1) (Zhang et al. 2006), DUO POLLEN1 (DUO1) 
(Durbarry et al. 2005, Rotman et al. 2005)など、ある特定の分化現象に関わるマーカー
遺伝子が多く存在し、それらの利用法が確立されていること(Zheng and Yang 2000, 
Albrecht et al. 2005, Colcombet et al. 2005, Mori et al. 2006, Van Damme et al. 2006, 
Yang et al. 2006)、7) 配偶体型雄性不稔の解析に有効な変異体である qrt1, qrt3の原
因遺伝子が単離･同定されており、それらの利用法も確立されていること(Rhee et al. 
2003, Francis et al. 2006)、8) in vitro花粉発芽が可能になったこと(Fan et al. 2001)や、
近年、その技術が改良され in vitro花粉発芽が容易になりつつあること(Boavida and 
McCormick 2007)、9) in vivoや in vitro条件下の花粉管における細胞骨格や微細構造
に関する知見の蓄積 (Lennon and Lord 2000, Derksen et al. 2002) などが要因となっ
ている。 
本研究では、ミヤコグサ、イネの葯特異的遺伝子群(Endo et al. 2002a 2004)の情















なミヤコグサを用いて、小胞子期の葯で特異的な発現を示す expression sequence tag 
(EST)に関しコンティグ化を行い、RACE法により完全長 cDNAを取得し、各遺伝
子の機能推定を行った。第 2章では、マイクロアレイ解析によって、イネにおいて




では、第 2 章で同定した胚性致死変異体を atkas2 (Arabidopsis thaliana β-ketoacyl 
synthase 2)と特定し、その詳細な表現型解析より、球状胚で胚致死性を示す変異体
であることを明らかにすると同時に、atkas2変異体の原因遺伝子は AtKAS2である
ことを証明した。第 4章では、第 2章で同定した胞子体型雄性不稔変異体を atugp1, 
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Hakozaki H, Endo M, Masuko H, Park JI, Ito H, Uchida M, Kamada M, Takahashi H, 
Higashitani A and Watanabe M. (2004) Cloning and expression pattern of a novel 
microspore-specific gene encoding hypersensitive-induced response protein (LjHIR1) from 
the model legume, Lotus japonicus. Genes Genet. Syst. 79:307-310 










(Becker et al. 2003, Honys and Twell 2003, Lan et al. 2004, Wang et al. 2005)。また、花
粉管伸長に関しても、タバコ、ユリ、シロイヌナズナを中心に様々な報告がなされ
ている(Mascarenhas 1993, Feijó et al. 2004, Malhó et al. 2006, Krichevsky et al. 2007)。
小胞子特異的遺伝子に関する報告は、Oldenhof ら (1996)、Custers ら (1997)、
Fourgoux-Nicol ら(1999)によってなされていたが、近年、モデル植物であるシロイ
ヌナズナにおいて、マイクロアレイによる大規模な小胞子特異的遺伝子の単離が行
われた(Honys and Twell 2004)。 
シロイヌナズナにおいて、小胞子の分化に関係する変異体は、sidecar pollen 
(scp) (Chen and McCormick 1996)、tetraspore (tes) (Spielman et al. 1996)、duo pollen1 
(duo1) (Durbarry et al. 2005)、duo pollen2 (duo2) (Durbarry et al. 2005)、microtubule 
organization1/gemini pollen1 (mor1/gem1) (Park et al. 1998, Park and Twell 2001)、gemini 
pollen2 (gem2) (Park et al. 2004)、AtKinesin-12 (Lee et al. 2007)の報告があるのみであ
る。これらの変異体研究の現状は、SCP は原因遺伝子が特定されていない。TES
は細胞内の物質輸送等に重要なモータータンパク質の一種であるカイネシンであ
る(Yang et al. 2003)。DUO1は R2R3 MYB転写因子(Rotman et al. 2005)であるが、
DUO2は原因遺伝子が特定されていない。MOR1/GEM1は隔膜形成体に必要な微小
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管の形成調節因子(Twell et al. 2002)である。GEM2は原因遺伝子が特定されていな








葯で特異的に発現する遺伝子群 (Endo et al. 2002a)に関して、その完全長 cDNAの
単離を行い、さらに各遺伝子の機能推定を試みた。 





小胞子を含む蕾(蕾長 5-6 mm)の小胞子期葯を用いた。 
 
ミヤコグサ葯由来 mRNAの単離 
小胞子期葯を液体窒素で凍結し、1 gの小胞子期葯から total RNAを抽出した




小胞子期葯由来 EST である LjMfb-3045, LjImfb-a39, LjImfb-b28, LjImfb-c82, 
LjImfb-e80, LjImfb-e83, LjImfb-q23, LjImfb-r10, LjImfb-s75 (Endo et al. 2002a)に関して




小胞子期葯由来 mRNA から FirstChoice RLM-RACE kit (Ambion)を用いて、
LjMfb-3045, LjImfb-a39, LjImfb-b28, LjImfb-c82, LjImfb-e80, LjImfb-e83, LjImfb-q23, 
LjImfb-r10, LjImfb-s75 (Endo et al. 2002a)に関して完全長 cDNAの単離を行った。塩
基配列の決定は、Dideoxynucleotide法(Sanger et al. 1977)に従い行った。シークエン
ス反応には、M13-F プライマー (5'-TGTAAAACGACGGCCAGT-3')と M13-R プラ
イマー(5'-CAGGAAACAGCTATGAC-3')を用いた。 
 
 - 12 -
ドメイン検索 
  タンパク質の細胞内における局在は、Prediction of Protein Sorting Signal and 
Localization Sites in Amino Acid Sequence (PSORT; http://psort.nibb.ac.jp/)を用いて予
測した。機能ドメインの検索は、Protein families database of alignments and HMMs 
(Pfam; http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/index.shtml) と Simple Modular 
Architecture Research Tool (SMART; http://smart.embl-heidelberg.de/)を用いた。 
 
多重配列解析と分子系統樹の作製 
相同性検索には、DNA Data Bank of Japan (DDBJ; http://www.ddbj.nig.ac.jp)を用
い、BLAST score の最も高かった遺伝子を相同遺伝子とした。多重配列解析は
CLUSTAL W program (Thompson et al. 1994)を用いて行った。分子系統樹はTree View 










小胞子期葯特異的 EST のコンティグ化を行った。小胞子期葯特異的 EST のうち
LjImfb-a39、LjImfb-b28、LjImfb-c82、LjImfb-e80、LjImfb-e83、LjImfb-q23、LjImfb-r10、
LjImfb-s75、LjMfb-3045 (Endo et al. 2002a)に関して解析を行った。上記の 9クローン
に関して CAP EST Assembler を用いてコンティグ化を行ったところ、LjImfb-b28/ 




LjImfb-b28/ q23/ s75/ r10の完全長 cDNAは 707 bpであり、最も長い open reading 
frame (ORF)は 138アミノ酸残基であった。BLASTXプログラムを用いた相同性検
索の結果、タバコの葯で特異的に発現する lipid transfer protein (LTP) (Koluntow et al. 
1990)に最も高い相同性(40%)を示した。ドメイン検索の結果、LjImfb-b28/ q23/ s75/ 
r10 は LTP に特異的に見出される AAI ドメイン(SMART アクセッション番号: 
SM00499)を有していた。これらの結果から、LjImfb-b28/ q23/ s75/ r10を LjLTP1と




LjImfb-a39/ c82/ e80の完全長 cDNAは 1,172 bpであり、最も長い ORFは 296
アミノ酸残基であった。BLASTXプログラムを用いた相同性検索の結果、キュウ 

















DDBJアクセッション番号: Alnus japonica (AF198168), Triticum aestivum (AF334185),  
Nicotiana tabacum (AF233297)。 
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リの hypersensitive induced response protein (HIR; DDBJ アクセッション番号 : 
AY365247)に最も高い相同性(87%)を示した。ドメイン検索の結果、prohibitin ドメ
イン(SMART アクセッション番号: SM00244)を有していた(図 1-2)。prohibitinドメ
インを持つタンパク質としては HIR proteinの他に、prohibitin, stomatin, HFLKが存
在する。prohibitin ドメインを持つタンパク質の完全長を用いて分子系統樹を作成
したところ、LjImfb-a39/ c82/ e80はHIR proteinと同じグループに類別された(図 1-3)。
これらの結果から、LjImfb-a39/ c82/ e80を LjHIR1とした。 
LjImfb-e83の完全長 cDNAは 1,752 bpであり、最も長い ORFは 508アミノ酸
残基であった。BLASTXプログラムを用いた相同性検索の結果、ダイズの aldehyde 
dehydrogenase (ALDH) family VII (DDBJ アクセッション番号: AY250704)に 84%と
最も高い相同性を示したことから、LjImfb-e83 を LjALDH1 とした。ALDH はアミ
ノ酸配列の相同性からいくつかのファミリーに分割されており(Vasiliou et al. 1999)、
植物では 11 のファミリーの存在が確認されている(Kirch et al. 2004)。PSROT 
program (Nakai and Kanehisa 1992)を用いて LjALDH1の細胞内における局在を予測
したところ、細胞質に局在しやすい性質を持っていると予測され、ミトコンドリア
移行シグナルが存在しなかった。相同性検索の結果、family 7の ALDHに最も高い
相同性を示したことから、LjALDH1 は family 7 に属する新規の小胞子期葯特異的
ALDHであると考えられた。 




有していた(図 1-4)。これらの結果から、LjMfb-3045を LjCDC50とした。 










図 1-2. LjHIR1のアミノ酸配列と多重配列解析 
 
DDBJ アクセッション番号: LjHIR1 (AB185450), Zea. mays (AF236373), Hordeum. 
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図 1-3. Prohibitinドメインを持つアミノ酸配列の分子系統樹 
 
DDBJ アクセッション番号 : LjHIR1 (AB185450), CaHIR (AJ131049), CsHIR 
(AY365247), HvHIR1 (AY137518), ZmHIR1 (AF236373), AtPHB1 (U66594), AtPHB2 
(U69155), AtPHB3 (U66592), MmBAP37 (X78683), NtPHB (U69154), ScPHB1 
(P40961), ZmPHB1 (AF236368), ZmPHB2 (AF236369), AtSTM (AY086050), DrSTM 
(BC055126), SsSTM (D90899), ZmSTM1 (AF236372), EcHFLK (AE016771), HiFLK 
(U32701), WbHFLK (AB063521), YpHFLK (AE017128) 
スケールバーは 100塩基あたり 10塩基の違いを示す。 












図 1-4. LjCDC50のアミノ酸配列と多重配列解析 
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考察 
 
Lipid transfer protein (LTP)は表皮の脂質沈着やクチン、ワックス合成に関与し
ていると考えられており(Kader 1996)、表皮系の組織で発現し、病原菌に対する防
御機構の一端を担っていると考えられている(Thoma et al. 1994, Canevascini et al. 
1996)。LTP は細菌類や菌類の抑制因子として機能することから(Terras et al. 1992, 
Molina et al. 1993, 1996, Segura et al. 1993)、LjLTP1は細菌類や菌類の繁殖抑制や、
葯室内に放出される加水分解酵素から小胞子を保護していると考えられた。一方で、
様々な植物種の生殖器官、特に小胞子を含む葯またはタペート細胞で特異的発現を
示す LTP が複数の植物種から単離されている(Tsuchiya et al. 1994, Crossley et al. 
1995, Rubinelli et al. 1998, Walden et al. 1999, Lauga et al. 2000)。今回、ミヤコグサで










Hypersensitive induced response protein (HIR)は病害耐性に必要な過敏感反応に
重要な機能を果たすと考えられている(Nadimpalli et al. 2000, Rostoks et al. 2003)。し
かし、小胞子分化時に、過敏感反応に類似した現象は見られない。Prohibitin ドメ
インを有するタンパク質は、イオンチャンネルの制御をしていると考えられている
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Makaroff 1995, Twell et al. 1998)。シロイヌナズナの小胞子は、非対称分裂の際に大
きな液胞を形成し、分裂が終了すると徐々に液胞は減衰する。この液胞形成は、正
常な花粉の分化に必要である(Yamamoto et al. 2004, Dettmer et al. 2005)。ミヤコグサ








発現をする(op den Camp and Kuhlemeier 1997)。花粉管は、伸長時にアルコール発酵
を積極的に行い、伸長反応を促進していると考えられている。好気呼吸ではなく、
アルコール発酵を積極的に用いることは、急激な細胞伸長に対応するものであると
考えられている(Tadege and Kuhlemeier 1997)。また、花粉内ではアルコール発酵に




(Liu et al. 2001)。しかし、これらのALDHはすべてfamily 2のミトコンドリア型であ
る。LjALDH1はfamily 7に属し、ミトコンドリア移行型ではないことが推察された
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ことや、発現部位がタペート細胞ではなく葯壁であることから(Masuko et al. 2006)、
新規な生殖器官特異的ALDHであると考えられた。アルデヒドは乾燥、低温、高温
など様々な外的ストレスで生成され、一般的に毒性を示す(Bartels et al. 2001)。family 







べ抑制され、表層の極性が消失し actinの形成が阻害される(Misu et al. 2003)。さら
に、酵母における極性創出因子が cdc50 変異体では正常に局在しない(Saito et al. 
2004)。小胞子から 2 細胞性花粉への分化時において、小胞子では極性が生じた後
に核が分裂し、雄原細胞と栄養細胞に分化する(Twell et al. 1998)。LjCDC50は、小
胞子で特異的発現を示すことから(Masuko et al. 2006)、極性創出に LjCDC50が機能
を果たし、その後に起こる非対称分裂にも影響を与えている可能性が考えられた。 
本章では、小胞子期の葯で特異的に発現する遺伝子群の一部(Endo et al. 2002a)
に関し、完全長 cDNAを単離し機能推定を行った。これまで、ナタネ、タバコ、シ
ロイヌナズナで、少数ながら小胞子期葯もしくは小胞子特異的遺伝子が単離されて
いた(Oldenhof et al. 1996, Custers te al. 1997, Fourgoux-Nicol et al. 1999)。近年、シロ
イヌナズナでは、マイクロアレイ解析を用いることで大規模に小胞子特異的遺伝子
が単離されている (Honys and Twell 2004)。また、小胞子特異的発現を示すプロモ
ーターも単離されている(Honys et al. 2007)。本章で新規に単離･同定した小胞子期
葯特異的遺伝子は、小胞子から 2細胞性花粉に分化する際の非対称分裂やタペート
細胞、葯壁の機能など、小胞子分化機構において有効な知見を与えるものである。



















ズナにおいては、葯･花粉特異的遺伝子群(Becker et al. 2003, Honys and Twell 2003, 
2004)、柱頭特異的遺伝子群(Tung et al. 2005)、胚嚢特異的遺伝子群(Jones-Rhoades et 
al. 2007)、受精後の胚特異的遺伝子群(Spencer et al. 2007)がすでに単離･同定されて
いる。イネにおいても葯特異的遺伝子群が網羅的に単離･同定されている(Endo et al. 











































T-DNAの分離比は、ホモ挿入：ヘテロ挿入：挿入なしは理論的に 0 : 1 : 1になり分
離が歪むと同時に T-DNAホモ挿入個体が得られない(図 2-1D)。 
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入：ヘテロ挿入：挿入なしは理論的に 0 : 2 : 1になり分離が野生型に比べ歪むと同
時に T-DNAホモ挿入個体が得られない(図 2-1E)。 
本章では、イネ葯特異的遺伝子群に対してシロイヌナズナを研究材料に用いた。







し、それらの利用法が確立されていること(Zheng and Yang 2000, Albrecht et al. 2005, 
Colcombet et al. 2005, Mori et al. 2006, Van Damme et al. 2006, Yang et al. 2006)、6) 配
偶体型雄性不稔の解析に有効な変異体であるqrt1, qrt3の原因遺伝子が単離･同定さ
れており、それらの利用法も確立されている(Rhee et al. 2003, Francis et al. 2006)。そ
れに対し、イネではこのような解析ツールの整備がシロイヌナズナより遅れており、
シロイヌナズナの方が解析対象として優れている。 











シロイヌナズナ(Col-0)を野生型として用いた。T-DNA 挿入変異体は Salk 
Institute Genomic Analysis Laboratory (SIGnAL; http://signal.salk.edu/)を用いて検索し
た。また、T-DNA挿入変異体は Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC)から
譲与をうけて用いた。解析に用いた変異体は表 2-1に示した。それぞれの植物体は
growth chamber (SANYO MLR-1546)を用い 23 °C、16時間日長で育成した。SALK
系統の T-DNA挿入変異体はカナマイシン耐性が付与されているため、それぞれの





  播種後 30日から 40日経過したシロイヌナズナの成熟葉をサンプルとして供試
した。液体窒素で凍結後、サンプルを 2 mlチューブに移し、ジルコニアビーズと
200 µl滅菌水を加え、QIAGEN Tissue Lyserを用い frequency 20/s、2分で破砕した。
破砕物に 200 µlの抽出バッファー(400 mM Tris-HCl (pH 7.5), 500 mM NaCl, 50 mM 
EDTA (pH 8.0), 1% SDS)を加え懸濁した後、フェノール抽出、クロロホルム抽出を
行い、等量の 2-propanol を加え DNA を沈殿させた。その後、70%エタノールで洗
浄し、50 µlの TE (10mM Tris-HCl (pH 8.0), 1mM EDTA)に溶解した。 
 
無菌播種 
  有効塩素 1%の次亜塩素酸、1% SDS溶液で種子を 15分間滅菌し、滅菌水で 5
回濯いだ。その後、0.1% agarを加え 25 mg/lのカナマイシンを含むMS培地(Mura- 






















At5g17310 SALK_119405  
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shige and Skoog, 1962) (0.1 g/l myo-inosytol, 2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid 0.5 g/l, 
10% sucrose, 0.8% agar, B5 vitamin)に播種した。 
 
T-DNAの挿入部位と挿入形式の確認 
  T-DNAの挿入形式は PCRにより確認した。PCRは、100 ngのゲノム DNAと











T-DNA挿入部位の周辺ゲノム領域は T-DNAの left border上に作製した LBa1, 
LBb1プライマーとそれぞれのSALK系統より作製したゲノム特異的プライマー(表
2-4)用い、Easy-A High-Fidelity PCR cloning Enzyme (Stratagene)により付属プロトコ
ールに従い増幅した。塩基配列の決定は、表 2-4 のプライマーを用いて
Dideoxynucleotide法(Sanger et al. 1977)により確認した。 
 
多重配列解析と分子系統樹の作製 
多重配列解析は CLUSTAL W program (Thompson et al. 1994)を用いて行った。分
子系統樹は Tree View program (Zhai et al. 2002) により Neighbor-Joining法 (Saitou  









表 2-2. T-DNA挿入の確認に用いたプライマーの塩基配列 
イネ葯特異的遺伝子 AGIコード プライマー シークエンス(5'-3')








Os-147 At1g74060 SALK_018337-F TTCTGGATCCGCTAGCATTC
Os-163 At3g03250 SALK_100183-R AACCGACAGCTATCTCATGC
At5g17310 SALK_119405-R GGAACCTGAGCAATCTCCAA
- - LBa1 TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG  
 
 






表 2-3. T-DNA挿入部位両端のゲノム領域に作製したプライマーの塩基配列 
イネ葯特異的遺伝子 AGIコード プライマー シークエンス(5'-3')
















Os-147 At1g74060 SALK_018337-F TTCTGGATCCGCTAGCATTC
SALK_018337-R CAGTGTTTCTAGCATCCACC
Os-163 At3g03250 SALK_100183-F GAAGGTGGTGTACCTTCGTT
SALK_100183-R AACCGACAGCTATCTCATGC
At5g17310 SALK_119405-F GTGCTGAAGCTTAATGGAGG
SALK_119405-R GGAACCTGAGCAATCTCCAA  










表 2-4. T-DNA挿入部位の周辺ゲノム領域単離に用いたプライマーの塩基配列 
イネ葯特異的遺伝子 AGIコード プライマー シークエンス(5'-3')
Os-2 At4g34940 SALK_033785-F ATTACCTACCACAAGCCGTG
SALK_075019-R CTGCATGATAGGGACTGGCT
SALK_107747-F GAAGGTGGTGTACCTTCGTT
Os-147 At1g74060 SALK_018337-F TTCTGGATCCGCTAGCATTC
Os-163 At3g03250 SALK_100183-R AACCGACAGCTATCTCATGC
At5g17310 SALK_119405-R GGAACCTGAGCAATCTCCAA
- - LBa1 TGGTTCACGTAGTGGGCCATCG
- - LBb1 GCGTGGACCGCTTGCTGCAACT  
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and Nei 1987)を用いて作製した。 
 
塩基配列解析とドメイン検索 
  相同性検索は DNA Data Bank of Japan (DDBJ; http://www.ddbj.nig.ac.jp)の
BLASTX プログラムを用いて行った。相同遺伝子の探索には、シロイヌナズナの
データベースとして The Arabidopsis Information Resource (TAIR) (http://www. arabido 
psis.org/)を用い、イネのデータベースとして The TIGR Rice Genome Annotation 
(http://www.tigr.org/tdb/e2k1/osa1/index.shtml)を用いた。 
  機能ドメインの検索は Protein families database of alignments and HMMs (Pfam; 




  播種後 30日から 40日経過したシロイヌナズナの葉、茎、蕾、花、莢をサンプ
リングし、実験に供試した。根のサンプルは、無菌播種後 10日から 20日程度経過
した植物体からサンプリングした。Micro-Fast Track 2.0 kit (Invitrogen)を用いて
mRNAを調製し、First Strand cDNA Synthesis kit (Amersham Bioscience)を用いて、そ
れぞれの mRNAから cDNAを合成した。 
 
RT-PCRによる発現解析 
  150 ngの mRNAから合成された cDNAと 100 ngのゲノム DNAを PCRに用い
た。PCRは Ex Taq DNA polymerase (Takara)を用い 94 °C 1分、55 °C 1分、72 °C 1
分を 35サイクルの反応系で行った。用いたプライマーは表 2-5に示した。 


















Actin-R ACCTGCTGGAAAGTGCTGA  
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結果及び考察 
 
1. イネ葯特異的遺伝子 Os-2相同遺伝子の解析 
1-1. シロイヌナズナにおける相同遺伝子の探索 
  Os-2は 2細胞性花粉を含む葯で特異的発現を示すが(図 2-2, Endo et al. 2004)、
イネにおいて機能未知遺伝子とアノテーション付けされていた。BLAST 検索の結
果、At5g66200にアミノ酸レベルで 49% (e-value: e-166), At4g34940にアミノ酸レベ
ルで 48% (e-value: e-165)の相同性を示したため、At5g66200, At4g34940をシロイヌ
ナズナにおける相同遺伝子とした。 
 
1-2. Os-2, At4g34940, At5g66200の多重配列解析とドメイン検索 
ドメイン検索を行った結果、Os-2は 192番目から 232番目、233番目から 273
番目、523 番目から 563 番目、569 番目から 608 番目のアミノ酸に計 4 つの ARM 
(Armadillo/beta-catenin-like repeat)ドメインが存在した(図 2-3)。At5g66200は 177番
目から 218番目、420番目から 460番目、476番目から 511番目、554番目から 594
番目のアミノ酸に計 4つの ARMドメインが存在した(図 2-3)。At4g34940は 176番
目から 217番目、218番目から 258番目、569番目から 609番目のアミノ酸に計 3
つの ARMドメインが存在した(図 2-3)。 
 
1-3. Os-2相同遺伝子 At5g66200における T-DNA挿入変異体の単離 
Os-2 相同遺伝子である At5g66200 の T-DNA 挿入変異体は、SALK_003387, 
SALK_007008, SALK_044187, SALK_063169の合計 4つの T-DNA挿入変異体が存
在した(表 2-1)。全ての系統でカナマイシン耐性個体が得られたため、それぞれの
系統で自殖後代を展開し、T-DNA の挿入形式を確認した。その結果、全ての系統
で T-DNAホモ挿入個体が得られた(図 2-4)。さらに、T-DNAホモ挿入の 






図 2-2. イネ葯特異的遺伝子の発現パターン(Endo et al. 2004を一部改変) 
 
A1は小胞子とタペート細胞を含む葯、A2は 2細胞性花粉を含む葯、A3は 3細胞
























図 2-4. At5g66200の T-DNA挿入変異体における T-DNA挿入形式 
 
A: SALK_003387 系統における T-DNA 挿入形式。上段は LBa1 プライマーと
SALK_003387-Rプライマー、下段は SALK_003387-F, Rプライマーを用いた。 
B: SALK_007008 系統における T-DNA 挿入形式。上段は LBa1 プライマーと
SALK_007008-Rプライマー、下段は SALK_007008-F, Rプライマーを用いた。 
C: SALK_044187 系統における T-DNA 挿入形式。上段は LBa1 プライマーと
SALK_044187-Fプライマー、下段は SALK_044187-F, Rプライマーを用いた。 
D: SALK_063169 系統における T-DNA 挿入形式。上段は LBa1 プライマーと
SALK_063169-Fプライマー、下段は SALK_063169-F, Rプライマーを用いた。 
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1-4. Os-2相同遺伝子 At4g34940における T-DNA挿入変異体の単離 
Os-2 相同遺伝子である At4g34940 には、 SALK_033785, SALK_075019, 
SALK_107747, SALK_112709, SALK_127280の合計 5つのT-DNA挿入変異体が存在
した(表 2-1)。 
SALK_112709 系統は、カナマイシン耐性個体が得られなかった。カナマイシ
ン耐性個体が得られた SALK_033785, SALK_075019, SALK_107747, SALK_127280
系統を以後の解析に用いた。それぞれの系統の T-DNAヘテロ挿入個体における自
殖後代を展開したところ、SALK_033785, SALK_075019, SALK_127280 系統は
T-DNAホモ挿入個体が得られなかった(図 2-6)。一方、SALK_107747系統は T-DNA
ホモ挿入個体が得られた(図 2-7A)。しかし、T-DNAホモ挿入な SALK_107747系統
は、野生型と比較して変化は見られなかった (図 2-7B, C)。SALK_033785, 
SALK_075019, SALK_127280 系統の T-DNA ヘテロ挿入個体における自殖後代の
T-DNA分離比は、T-DNAヘテロ挿入：T-DNA挿入なしがほぼ 1 : 1に分離した(表
2-6)。さらに、SALK_033785系統と野生型で相互交配を行ったところ、雄性側から






bp下流に、SALK_075019系統は転写開始点から 1,405 bp下流に、SALK_107747系 
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図 2-6. At4g34940の T-DNA挿入変異体における T-DNA挿入形式 
1 から 16 レーンは各系統の T-DNA ヘテロ挿入個体における自殖後代由来 DNA
を用いた。 
A: SALK_033785 系統における T-DNA 挿入形式。上段は LBa1 プライマーと
SALK_033785-Fプライマー、下段は SALK_033785-F, Rプライマーを用いた。 
B: SALK_075019 系統における T-DNA 挿入形式。上段は LBa1 プライマーと 
SALK_075019-Rプライマー、下段は SALK_075019-F, Rプライマーを用いた。 
C: SALK_127280 系統における T-DNA 挿入形式。上段は LBa1 プライマーと
SALK_127280-Rプライマー、下段は SALK_127280-F, Rプライマーを用いた。 
Hは T-DNAヘテロ挿入、Nは T-DNA挿入が無いことを示す。 





図 2-7. SALK_107747系統における T-DNA挿入形式と表現型 
 
A: SALK_107747系統における T-DNA挿入形式(T-DNAホモ挿入) 






C: SALK_107747系統(T-DNAホモ挿入)  
 
 











表 2-6. T-DNA挿入へテロ個体自殖後代における T-DNAの分離比 
ヘテロ挿入 挿入無し
SALK_033785 41 52 1：1 1.301
SALK_075019 58 55 1：1 0.079


















表 2-7. SALK_033785系統における野生型との相互交配 
交配パターン
♂／♀ ヘテロ挿入 挿入無し
SALK_033785 / wild type 0 26 1：0 -
予測される分離比 χ2値
T-DNAの挿入形式
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下流に、SALK_107747系統は転写開始点から 1,977 bp下流に、SALK_127280系統
は転写開始点から 1,422 bp下流に T-DNAの挿入が確認された(図 2-8)。At4g34940
は 3つの ARMドメインを有しており、SALK_033785系統、SALK_075019系統、
SALK_127280系統は、2つめと 3つめの ARM ドメインの間に T-DNAが挿入され


















しかし At4g34940 は、ARM ドメイン以外に機能ドメインを持たない遺伝子で、そ
の解析例が存在しないことから、新規な機能を有する ARMドメイン遺伝子である
と考えられた。ARMドメインは、細胞内の情報伝達や細胞骨格の制御に関与して 




























スケールバー: 100 µm 
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いると考えられている(Coates 2003)。花粉管伸長は、細胞分裂を伴わない 1細胞に
よる細胞伸長であり、花粉管伸長時には、Ca2+, calmodulin, phosphoinositide, protein 
kinase, cyclic AMP, GTPaseなどが先端伸長における細胞内の情報伝達に必要である




において必須であり(Gu et al. 2003)、その構築･維持に関わるタンパク質も多数同定




1-5. Os-2と At4g34940, At5g66200の関係性 
At4g34940と At5g66200はアミノ酸レベルで 66%の相同性を示した。しかし、




しており(図 2-10, Honys and Twell 2004)、Os-2と At4g34940は比較的類似した発現
パターンを示した。しかし、At5g66200は花粉での発現がほとんど見られず、葉な
どの栄養器官での発現が高かった(図 2-10, Honys and Twell 2004)。 
 






図 2-10. At4g34940と At5g66200の発現パターン 
 
UNM: 小胞子、BCP: 2細胞性花粉、TCP: 3細胞性花粉、MPG: 葯が裂開後の 3細
胞性花粉、COT: 子葉、LEF: 成熟葉、PET: 葉柄、STM: 茎、ROT: 根、RHR: 根
毛、SUS: 培養細胞 
 
Honys and Twell (2004)のマイクロアレイ解析によるデータを一部改変。 
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2. イネ葯特異的遺伝子 Os-147相同遺伝子の解析 
 
2-1. シロイヌナズナにおける相同遺伝子の探索 
Os-147 は 2 細胞性花粉を含む葯で特異的発現を示し、機能未知遺伝子とアノ
テーション付けされていたが(図 2-2, Endo et al. 2004)、BLAST 検索の結果、
β-ketoacyl synthase (KAS) IIとアノテーション付けされたため、シロイヌナズナにお





KASタンパク質はその機能によって KAS I, KAS II, KAS IIIに分類される。分
子系統樹を作製した結果、KAS IIである Os07g42420 (Os-147)と At1g74960は同じ










は、T-DNAへテロ挿入：T-DNA挿入無しがほぼ 1 : 2 (表 2-8, χ2 = 0.253, P>>0.05)に分
離した。T-DNAへテロ挿入個体の自殖後代において、このように分離 









図 2-11. イネとシロイヌナズナにおける KASタンパク質の分子系統樹 
 
スケールバーは 100塩基あたり 10塩基の違いを示す。 
 















Hは T-DNAヘテロ挿入、Nは T-DNA挿入が無いことを示す。 
上段は LBa1プライマーと SALK_018337-Fプライマー、下段は SALK_018337-F, R
プライマーを用いた。 
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する場合、その変異体は胚性致死変異体である (図 2-1E)。このことから、
SALK_018337系統は胚性致死変異体であると考えられた。さらに、T-DNAの挿入
部位を確認したところ、転写開始点から 1,922 bp下流の第 6イントロンに挿入され
ていた (図 2-13)。 
Os-147 は 2 細胞性花粉を含む葯で特異的発現を示すため(図 2-2, Endo et al. 






  これらの結果を踏まえ、第 3章で At1g74960の詳細な解析を行った。 
 
3. イネ葯特異的遺伝子 Os-163相同遺伝子の解析 
3-1. シロイヌナズナにおける相同遺伝子の探索 
Os-163は 3細胞性花粉を含む葯で特異的発現を示す(図 2-2, Endo et al. 2004)。Os-163



















表 2-8. SALK_018337系統(T-DNA挿入へテロ)自殖後代の T-DNAの分離比 
ヘテロ挿入 挿入無し
At1g74060 SALK_018337 186 99 2：1 0.253
予測される分離比AGIコード SALK系統 T-DNAの挿入形式 χ2値
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3-2. Os-163相同遺伝子 At3g03250における T-DNA挿入変異体の単離と解析 
Os-163 の相同遺伝子である At3g03250 には、T-DNA 挿入変異体として





T-DNAの挿入部位を確認したところ、転写開始点から 3,381 bp下流の第 15エキソ
ンに挿入が確認された(図 2-17A)。 
 
3-3. Os-163相同遺伝子 At5g17310における T-DNA挿入変異体の単離と解析 
Os-163 の相同遺伝子である At5g17310 には、T-DNA 挿入変異体として





T-DNAの挿入部位を確認したところ、転写開始点から 3,351 bp下流の第 16イント
ロンに挿入が確認された(図 2-17B)。 
 
3-4. SALK_100183系統と SALK_119405系統を用いた二重変異体の作出 
SALK_100183 系統(At3g03250 の T-DNA 挿入系統) の T-DNA ホモ挿入個体は
At3g03250 が発現しておらず(図 2-15)、野生型と比較して表現型に変化がなかった
(図 2-16)。SALK_119405系統(At5g17310の T-DNA挿入系統)の T-DNAホモ挿入個
体は At5g17310が発現しておらず(図 2-15)、野生型と比較して表現型に変化がなか 














A: SALK_100183 系統における T-DNA 挿入形式。上段は LBa1 プライマーと
SALK_100183-Rプライマー、下段は SALK_100183-F, Rプライマーを用いた。 
B: SALK_119405 系統における T-DNA 挿入形式。上段は LBa1 プライマーと
SALK_119405-Rプライマー、下段は SALK_119405-F, Rプライマーを用いた。 







図 2-15. SALK_100183系統と SALK_119405系統における At3g03250と At5g17310
の RT-PCRによる発現解析 
 
レーン 1: T-DNAホモ挿入な SALK_100183系統 
レーン 2: T-DNAホモ挿入な SALK_119405系統 
レーン 3: 野生型 
レーン 4: ゲノム DNA 
対照区として Actin遺伝子を用いた。 





















図 2-17. At3g03250と At5g17310の遺伝子構造と各変異体系統における T-DNAの挿
入部位 
 
A: At3g03250の遺伝子構造と T-DNAの挿入部位 
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体をスクリーニングした。T-DNA ホモ挿入の二重変異体において At3g03250 と
At5g17310の発現を RT- PCRにより確認したところ、この 2つの遺伝子は発現して
いなかった(図 2-18)。この SALK_100183/SALK_119405二重変異体を育成し、生殖





こ ろ 正 常 な 種 子 が 形 成 さ れ た ( 図 2-19C) 。 こ れ ら の 結 果 か ら 、
SALK_100183/SALK_119405二重変異体は、雌性配偶子は正常であり、胞子体型雄






(Endo et al. 2004)の情報を基に、シロイヌナズナにおいて雄性不稔変異体を単離し
た。このことから、イネとシロイヌナズナにおける葯の発達･分化は共通項が多数
存在することが考えられた。






図 2-18. SALK_100183, SALK_119405 二重変異体系統における At3g03250 と
At5g17310の発現解析 
 
レーン 1: 野生型 
レーン 2: SALK_100183, SALK_119405二重変異体系統(T-DNAホモ挿入) 
レーン 3: ゲノム DNA 
対照区として actin遺伝子を用いた。 
 








図 2-19. SALK_100183系統と SALK_119405系統の二重変異体における表現型 
 
A: 野生型 
B: SALK_100183, SALK_119405の二重変異体系統(両系統が T-DNAホモ挿入) 

















胚性致死変異体 Arabidopsis thaliana 3-ketoacyl-ACP synthase 2 (atkas2)の解析 
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序論 
 
  脂肪酸合成は、fatty acid synthase (FAS)によって行われ、初期反応の段階では
アセチル Co-Aが基質として用いられており、malonyl-acyl carrier protein (ACP)が伸
長反応を触媒する。動物の FASとは異なり、植物の FASは単一機能の酵素からな
る 複 合 体 で 3-ketoacyl-ACP synthase (KAS), 3-ketoacyl-ACP reductase, 
3-hydroxyacyl-ACP dehydrase, enoyl-ACP reductase がこれに含まれる(Ohlrogge and 
Jaworski 1997)。FAS はステアリン酸やパルミチン酸を合成し diacylglycerol, 
triacylglycerol, sphingomyelin, ceramideなどの glycerolipidや phospholipidの前駆体と
して用いられる。また、waxなどの極長鎖脂肪酸やジャスモン酸の前駆体としても
用いられるため、植物の生育過程で重要な役割を果たしている(Ohlrogge and Browse 
1995, Topfer et al. 1995)。 
  3-ketoacyl-ACP synthase (KAS)はクライゼン縮合反応を触媒する酵素である。
KASタンパク質はその機能によって KAS I, KAS II, KAS IIIの 3つのクラスターに
分類される。KAS III は脂肪酸合成の初期ステップである acyl-CoA と malonyl-ACP
の縮合反応を担っており、 KAS I はステアリン酸までの炭素鎖の伸長反応、KAS II
はステアリン酸からパルミチン酸への炭素鎖の伸長反応を担っている(Harwood 
1996)。 
  fatty acid biosynthesis 1-1 (fab1-1)変異体は KAS IIの機能が一部欠損しているシ
ロイヌナズナ変異体であり、低温耐性が野生型に比べて低い表現型を示す(Carlsson 
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  シロイヌナズナ(Col-0)を野生型として用いた。また、T-DNA 挿入変異体とし
て SALK_018337 (Salk Institute)を Arabidopsis Biological Resource Center (ABRC)から
譲与をうけて用いた。それぞれの植物体は growth chamber (SANYO MLR-1546)を用
い 23 °C、16時間日長で育成した。 
 
無菌播種 
  有効塩素 1%次亜塩素酸、1% SDS溶液で種子を 15分間滅菌し、滅菌水で 5回
濯いだ。その後、0.1% agar を加え MS 培地(Murashige and Skoog, 1962) (0.1 g/l 




  播種後 30日から 40日経過したシロイヌナズナの成熟葉をサンプルとして供試
した。液体窒素で凍結後、サンプルを 2 mlチューブに移しジルコニアビーズと 200 
µl滅菌水を加え、QIAGEN Tissue Lyserを用い frequency 20/s、2分で破砕した。破
砕物に 200 µlの抽出バッファー(400 mM Tris-HCl (pH 7.5), 500 mM NaCl, 50 mM 
EDTA (pH 8.0), 1% SDS)を加え懸濁した後、フェノール抽出、クロロホルム抽出を
行い、等量の 2-propanol を加え DNA を沈殿させた。その後、70%エタノールで洗
浄し、50 µlの TE (10mM Tris-HCl (pH 8.0), 1mM EDTA)で溶解した。 
 
mRNAの抽出と cDNA合成 
  播種後 30日から 40日経過したシロイヌナズナの葉、茎、蕾、花、莢をサンプ
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リングし、実験に供試した。根のサンプルは、無菌播種後 10日から 20日程度経過
した植物体からサンプリングした。Micro-Fast Track 2.0 kit (Invitrogen)を用いて
mRNAを調製し、First Strand cDNA Synthesis kit (Amersham Bioscience)を用いてそれ
ぞれの mRNAから cDNAを合成した。 
 
多重配列解析と分子系統樹 
相同性検索は DNA Data Bank of Japan (DDBJ; http://www.ddbj.nig.ac.jp)の
BLASTX プログラムを用いて行った。多重配列解析は CLUSTAL W program 
(Thompson et al. 1994)を用いて行った。分子系統樹は Tree View program (Zhai et al. 
2002) により Neighbor-Joining法 (Saitou and Nei 1987)を用いて作製した。ドメイン




  150 ngのmRNAから合成した cDNAと100 ngのゲノムDNAをPCRに用いた。
PCRは Ex Taq DNA polymerase (Takara)を用い 94 °C 30秒、55 °C 30秒、72 °C 30秒
を 29サイクルの反応系で行った。用いたプライマーは表 3-1に示した。 
 
AtKAS2のプロモーター領域とコード領域の単離 
  転写開始点より 1,584 bp上流領域をプロモーター領域とした。プロモーター領
域の増幅は、AtKAS2pro-Fwプライマー、AtKAS2pro-Rvプライマー(表 3-2)と Easy-A 
High-Fidelity PCR cloning Enzyme (Stratagene)を用いて行った。 
  転写開始点から 3'非翻訳領域を含む 3,880 bpをコード領域とした。コード領域
の増幅は、AtKAS2 coding-Fw プライマー、AtKAS2 coding-Rv プライマー(表 3-3)
と Easy-A High-Fidelity PCR cloning Enzyme (Stratagene)を用いて行った。 















actin 4-Rv ACCTGCTGGAAAGTGCTGA  
 
 















M13-R CAGGAAACAGCTATGAC  
 
 






















M13-R CAGGAAACAGCTATGAC  
 
 
 - 72 -
PCRにより増幅されたプロモーター領域とコード領域の塩基配列は、表 3-3の
プライマーを用いて Dideoxynucleotide法(Sanger et al. 1977)により確認した。 
 
プローモーター::GUS解析 
  プロモーター領域は pIG121-Hm ベクター(Ohta et al. 1990)に導入した後、A. 
tumefaciens (EHA105)に形質転換した(Hood et al. 1993)。アグロバクテリウムは 50 
mg/lのカナマイシン(WAKO)を含む YEP 培地(5 g/l yeast extract, 5 g/l bactopeptone, 5 
g/l sucrose, pH 7.2)で 28 °C、12時振盪培養したものを、3,000 ×gで集菌した後、
floral-dip法(Clough and Bent 1998)を用いシロイヌナズナへ遺伝子導入した。得られ
た種子は 25 mg/lのカナマイシン(WAKO)を含む MS培地に無菌播種し、カナマイ
シン耐性個体を選抜した。得られた形質転換個体を、GUS 染色液(50 mM sodium 
phosphate buffer (pH 7.0), 10 mM EDTA, 0.5 mM potassium ferrocyanide, 0.5 mM 
potassium ferricyanide, 0.1% Triton X-100 and 0.5 mg/ml 
5-bromo-4-chloro-3-indolyl-β-D-glucuronide)を用い 37 °Cで 12時間反応させた。染色
を行った組織は FAA (50% ethanol, 5% acetic acid, 3.7% formaldehyde)で固定し、70% 
ethanolで脱色した後、ラクトフェノール溶液(water : glycerol : lactate : phenol, 1 : 1 : 




  プロモーター::GUS解析に用いた 1,584 bpのプロモーター領域と開始コドンか
ら 3'非翻訳領域を含む 3,880 bp のコード領域を pIG101 ベクターに導入し、A. 
tumefaciens (EHA105)に形質転換した(Hood et al. 1993)。アグロバクテリウムは 50 
mg/lのカナマイシン(WAKO)と 50 mg/lのハイグロマイシン(WAKO)を含む YEP 培
地で 28 °C、12時振盪培養したものを 3,000 ×gで集菌した後、シロイヌナズナへの
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遺伝子導入に用いた。遺伝子導入は floral-dip法(Clough and Bent 1998)を用い atkas2





T-DNAの挿入形式は PCRにより確認した。PCRは 100 ngのゲノム DNAと Ex 
Taq DNA polymerase (Takara)を用い 94 °C 30秒、55 °C 30秒、72 °C 2分を 40サイク
ルの反応系で行った。用いたプライマーは表 3-4 に示した。LBa1 プライマーは
T-DNAの left border特異的なプライマーであり、G1プライマーと G3プライマー
は AtKAS2コード領域特異的な 5'側プライマー、G2プライマーは AtKAS2コード領
域特異的な 3'側プライマー、G4プライマーは AtKAS2コード領域より下流に位置す
る配列に特異的なプライマーである。T-DNA 挿入の有無は、LBa1 プライマーと







は Liu and Meinke (1998)の方法に従い行った。ノマルスキー型微分干渉顕微鏡によ
る顕鏡は、SMZ 1500 microscopeを用いた。 
 
















G4 CTACTTATGGCTCTCTTATACAAGGCTGA  
 




  AtKAS2は 541のアミノ酸で構成され、推定される分子量は 57.6 kD、等電点
は 8.1であった。BLAST検索の結果、Brassica napus KAS II (AAF61739)に 94.2%と
最も高い相同性を示し、Glycine max KAS II (AAF61737)に 78.9%、Cuphea wrightii 
KAS II (AAB37270)に 76.6%の相同性を示した。AtKAS2と他植物の KASタンパク
質について多重配列解析を行った(図 3-1)。また、Pfam 22.0を用いてドメイン検索
を行った結果、AtKAS2 の 130 番目から 375 番目のアミノ酸に β-ketoacyl synthase 
N-terminalドメイン(e-value: 1.30e-75)、383番目から 497番目のアミノ酸に β-ketoacyl 
synthase C-terminalドメイン(e-value: 2.4e-48)が存在した(図 3-1)。β-ketoacyl synthase
の構造は、thiolaseや chalcone synthaseと類似しており、酵素としての活性部位は、
β-ketoacyl synthase N-terminalドメインと β-ketoacyl synthase C-terminalドメインの間
に存在している。 
  分子系統樹の作製には、Class I, II, III, IVの KASタンパク質のアミノ酸配列を
用いた(図 3-2)。KASタンパク質は 3つのクラスターを形成しており、それぞれ機




和脂肪酸)への伸長反応を触媒している(Harwood 1996)。KAS IVは Cuphea属植物
で特異的に見出された KASタンパク質であり、配列比較を行うと構造的には KAS 
IIに類似した構造を示すが、KAS IVは中鎖脂肪酸を特異的に合成する反応を触媒
している(Dehesh et al. 1998)。多重配列解析(図 3-1)と分子系統樹(図 3-2)の結果から、
AtKAS2は KAS IIに分類されることがわかった。 









るためのギャップを示す。青枠は β-ketoacyl synthase N-terminalドメイン、赤枠は
β-ketoacyl synthase C-terminalドメインを示す。 
アクセッション番号 : C. wrightii (AAB37270), G. max (AAF61737), A. thaliana 
(AAK69603) B. napus (AAF61739) 






図 3-2. 植物 KASタンパク質のアミノ酸配列を用いた分子系統樹 
 
アクセッション番号: AtKAS I (AAM65396), AtKAS II (AAK69603), AtKAS III 
(AAM14214), BnKAS II (AAF61739), ChKAS III (AAF61398), ChKAS IV (AAC68861), 
ClKAS IV (CAC59946), CpKAS I (ABA07910), CpKAS IV (AAC68860), CwKAS II 
(AAB37270), CwKAS III (AAA97533), GmKAS I (AAF61730), GmKAS II (AAF61737), 
GmKAS III (AAF70509) 
スケールバーは 100塩基あたり 10塩基の違いを示す。 
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AtKAS2の発現解析 











れた(図 3-4A, E)。また、発芽後 4日目の実生の茎頂分裂組織(図 3-4F)、気孔におけ
る孔辺細胞(図 3-4G)でシグナルが見られた。また、生殖成長に移行した花序分裂組
織でもシグナルが見られた(図 3-4H)。正常に分化した生殖器官では葯でシグナルが
見られ(図 3-4I)、特に花粉で強いシグナルが検出された (図 3-4J)。 
 
atkas2変異体における胚発生過程の詳細な表現型解析 




は正常種子と異常種子の割合が 337 : 108であり、その比はほぼ 3 : 1を示した(表
3-5, χ2 = 0.127, P>0.05)。異常種子は播種しても全く発芽しないことから、atkas2変
異体の莢に含まれる異常種子は胚性致死であることがわかった。 





























スケールバー: 50 µm。 
 
 











図 3-5. 野生型と atkas2変異体における未成熟種子の比較 
 
上段は野生型、下段は atkas2変異体を示す。矢印は異常種子を示す。 










表 3-5. 野生型と atkas2変異体における異常種子の割合 
遺伝子型 正常種子 異常種子
AtKAS2/AtKAS2 522 12
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  シロイヌナズナの胚発生過程において、球状胚期から心臓型胚期へ移行する時




く、異常は見られなかった(図 3-6A, E)。しかし、心臓型胚期になると約 4 分の 1
の胚が心臓型胚に移行できず、球状胚のままであることがわかった(図 3-6B, F)。魚
雷型胚期になっても正常な分化は確認されず、約 4分の 1の胚が球状胚のままであ
った(図 3-6C, G)。 
 
atkas2変異体における遺伝子機能補完 



















図 3-6. atkas2変異体胚の透明化法による表現型解析 
 
A, B, C, Dは野生型の正常胚を、E, F, G, Hは atkas2変異体胚を示す。 
A, Eは球状胚期、B, Fは心臓型胚期、C, Gは魚雷型胚期、D, Hは後期魚雷型胚期
の胚を示す。 
スケールバー: 50 µm 
 
 












はイントロン及び 5', 3'非翻訳領域を示す。黒枠と実線部分を AtKAS2コード領域
とし、遺伝子機能補完実験に用いた。破線は AtKAS2コード領域より下流領域を
示す。矢印は作製したプライマーの位置と向きを示す。 




  多重配列解析(図 3-1)と分子系統樹作成(図 3-2)の結果、AtKAS2 (At1g74960)は
KAS IIの酵素活性を有していると推察され、fab1-1変異体(Carlsson et al. 2002)や、
fab1-2変異体(Pidkowich et al. 2007)の報告と一致した。 
  AtKAS2 は、その機能から器官や発育段階を問わず普遍的に発現していると考
えられたが、子葉や気孔の孔辺細胞、花粉で発現していた(図 3-4)。このような現
象は、一部の脂肪酸合成系遺伝子でも見られる。シロイヌナズナにおける acyl 
carrier protein をコードする Acl1.2 遺伝子は種子で強い発現を示し、プロモータ
ー::GUS解析では、葯で強い GUS発現を示す(Baerson et al. 1994)。Brassica napus
における stearoyl-ACP desaturaseはプロモーター::GUS解析の結果、種子での GUS
発現が葉よりも 2.5倍高いことや、未成熟な蕾やタペート細胞、花粉といった急速
に発達する器官で強い発現を示すことが報告されている(Slocombe et al. 1994, 
Piffanelli et al. 1998)。AtKAS2も花粉で強い発現を示したため(図 3-4F)、stearoyl-ACP 
desaturaseなどと協調して tryphineや triacylglycerolを合成していることが考えられ
たが、AtKAS2 は花粉形成には必須な遺伝子ではなかった。シロイヌナズナにおけ
る acetyl-CoA carboxylase 1 (ACC1)は全ての器官で発現し、発育ステージ間での発現












くが胚特異的発現を示さない(Tzafrir et al. 2004)。また、胚性致死変異体の一部は、
人工培地上での植物体再生が可能であるが、再生された植物体の多くは発育段階で
異常を示し、正常な植物体が再生されないことが多い(Uwer et al. 1998, Apuya et al. 





  AtKAS2 は、シロイヌナズナにおいて器官特異的発現を示さないのに対し(図
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胚の発育･分化過程における AtKAS2の機能 




















異体は胚性致死である(Apuya et al. 2001)。EDD1はプラスチドにおける翻訳に関係
する plastid glycyl-tRNA synthetaseをコードする遺伝子で、EDD1欠損変異体は胚性
致死であり、球状胚から心臓型胚に分化できない(Uwer et al. 1998)。他にも、複製
(Wall et al. 2004)、代謝(Lin et al. 2003)、プラスチドへのタンパク質移行(Hormann et al. 
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2004, Kovacheva et al. 2005)、クロロプラストへの分化(Despres et al. 2001)などで異常
がある変異体は胚性致死を示すとの報告がある。AtKAS2のweak alleleである fab1-1
変異体は低温条件化においてクロロプラストが正常に分化できない(Wu et al. 1997)。
さらに、全ての高等植物において脂肪酸はアセチル-CoA を前駆体として共通の合
成経路によりプラスチドで合成されることから、KAS II は核にコードされる遺伝









酸合成に必要である。シロイヌナズナにおける acc1 変異体は、triacylglyceride の
合成量が野生型の種子に比べて低く、正常な心臓型胚に移行できないため子葉形成




できず、球状胚で発生が停止してしまう(Kim and Fuang 2004, Yu et al. 2004)。プラ
スチドにおける pyruvate dehydrogenaseの E2サブユニットの機能不全も同様の表現
型を示す(Lin et al. 2003)。このように、プラスチドでの代謝は胚発生時に必須の要
素である。 
  KAS II はパルミチン酸をステアリン酸へと転化する縮合反応をクロロプラス
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序論 
 
  UDP-glucose pyrophosphorylase (UGPase)は全ての原核生物と真核生物に存在す
る炭素代謝に重要な酵素であり、glucose 1-phosphate と UTP を UDP-glucose と
phosphateに転化する可逆反応を触媒する酵素である(図 4-1)。この反応は各組織の
代謝状態に依存的で、光合成組織では sucrose phosphate と協調して glucose 
1-phosphateを UDP-glucoseに転化し、光合成による主要な同化産物であるスクロー
スの合成に寄与する(Kleczkowski et al. 2004)。また、非光合成組織ではスクロース
の分解経路に関わっており、 sucrose synthase (SuSy)によって生産された
UDP-glucoseを glucose 1-phosphateに転化する(Winter and Huber 2000)。また、穀類
種子の細胞質において、UGPase は ADP-glucose pyrophosphorylase と協調し
UDP-glucose を  ADP-glucose に転化しデンプンの合成に寄与する(Kleczkowski 
1994)。 
  UGPase はスクロースとデンプンの合成に関わることから、細胞壁合成にも関
わっている。加えて UDP-glucoseは glycolipid, glycoprotein合成の前駆体の一部とな
るだけでなく、カロース、ペクチン、セルロースの前駆体の一部としても重要であ
る(Kleczkowski 1994, Amor et al. 1995, Gibeaut 2000)。キイロタマホコリカビ
(Dictyostelium discoideum)の UGPase 欠損株は UDP-glucose 量が低下するため
cellulose合成が正常に行われず(Dimond et al. 1976)、酢酸菌(Acetobacter xylinum)にお
いては、セルロースを合成できない変異体が UGPによって遺伝子機能補完される
(Valla et al. 1989)。 
  植物においてもジャガイモ(Solanum tuberosum) (Katsube et al. 1990)、オオムギ
(Hordeum vulgare) (Eimert et al. 1996)、イネ(Oryza sativa) (Abe et al. 2002)など多くの
種から UGPがクローニングされている。アンチセンス鎖の導入により UGPの発現
が 30%から 50%減少したジャガイモの塊茎では、糖質の減少が見られた(Spychalla 











図 4-1. UDP-glucoseの合成、代謝に関わる酵素群と代謝産物 
 
 - 94 -
et al. 1994, Borovkov et al. 1996)。また、イネゲノムには Ugp1と Ugp2の 2つの UGP
が存在し、Ugp1 のコサプレッション個体は花粉が正常に形成されず雄性不稔性を




このような現状を踏まえ本章では、第 2章で新規に単離した atugp1, 2変異体
がどのようなメカニズムで胞子体型雄性不稔性を示すのかを解明することを目的
とした。第 2章で解析を行った At3g03250を AtUGP1、At5g17310を AtUGP2とし、
RT-PCR によりこれら遺伝子の発現解析を行った。atugp1, 2 変異体の葯に関して、
花粉母細胞期葯から 3細胞性成熟花粉期葯の表現型解析を行った。さらに、atugp1, 
2変異体の成熟葉横断面の表現型解析を行った。 




  シロイヌナズナ(Col-0)を野生型として用いた。また、T-DNA 挿入変異体とし
て SALK_100183, SALK_119405 (Salk Institute)を Arabidopsis Biological Resource 
Center (ABRC)から譲与をうけて用いた。それぞれの植物体は growth chamber 
(SANYO MLR-1546)を用い 23 °C、16時間日長で育成した。 
 
無菌播種 
  有効塩素 1%次亜塩素酸、1% SDS溶液で種子を 15分間滅菌し、滅菌水で 5回
濯いだ。その後、0.1% agar を加え MS 培地(Murashige and Skoog, 1962) (0.1 g/l 




  播種後 30日から 40日経過したシロイヌナズナの成熟葉をサンプルとして供試
した。液体窒素で凍結後、サンプルを 2 mlチューブに移しジルコニアビーズと 200 
µl滅菌水を加え、QIAGEN Tissue Lyserを用い frequency 20/s、2分で破砕した。破
砕物に 200 µlの抽出バッファー(400 mM Tris-HCl (pH 7.5), 500 mM NaCl, 50 mM 
EDTA (pH 8.0), 1% SDS)を加え懸濁した後、フェノール抽出、クロロホルム抽出を
行い、等量の 2-propanol を加え DNA を沈殿させた。その後、70%エタノールで洗
浄し、50 µlの TE (10mM Tris-HCl (pH 8.0), 1mM EDTA)で溶解した。 
 
mRNA抽出と cDNA合成 
  播種後 30日から 40日経過したシロイヌナズナの葉、茎、蕾、花、莢をサンプ
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リングし、実験に供試した。根のサンプルは、無菌播種後 10日から 20日程度経過
した植物体からサンプリングした。Micro-Fast Track 2.0 kit (Invitrogen)を用いて
mRNAを調製し、First Strand cDNA Synthesis kit (Amersham Bioscience)を用いてそれ
ぞれの mRNAから cDNAを合成した。 
 
多重配列解析 
相同性検索は DNA Data Bank of Japan (DDBJ; http://www.ddbj.nig.ac.jp)の
BLASTX プログラムを用いて行った。多重配列解析は CLUSTAL W program 
(Thompson et al. 1994)を用いて行った。 
 
RT-PCRによる発現解析 
  150 ngのmRNAから合成した cDNAと 100 ngのゲノムDNAを反応に用いた。
PCRは Ex Taq DNA polymerase (Takara)を用い 94 °C 30秒、55 °C 30秒、72 °C 30秒
を 29サイクルの反応系で行った。用いたプライマーは表 4-1に示した。 
 
Technovit 7100による組織観察 
  減圧器を適宜用い、FAA (50% ethanol, 150mM acetic acid, 3.7% formaldehyde)で
12時間、4 °Cで組織を固定した。上昇エタノール系列を用い固定を行った組織に
脱水処理を施した。50% ethanolに 20分、60% ethanolに 20分、70% ethanolに 20
分、80% ethanolに 20分、90% ethanolに 20分、95% ethanolに 20分、100% ethanol
に 20 分の順に組織を浸し脱水を行った。脱水を行った組織を 100% ethanol : 
Technovit 7100 が 1 : 1 の溶液に 2 時間予備浸漬した。予備浸漬を行った組織を
Hardener I (0.1 mg/l)を含む Technovit 7100溶液に 12時間、4 °Cで浸漬した。浸漬を
行った組織を凝固液に浸漬し、包埋版を用いて凝固させた。凝固液は Hardener I (0.1 
mg/l)を含む Technovit 7100と Hardener IIを 15 : 1で混合したものを用いた。空気が
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凝固液に触れると重合が妨げられるため、パラフィルムを被せ重合を促進させた。 
包埋したサンプルはミクロトームを用いて切片を作製した。切片は 0.1% 
toluidine blue Oを用いて染色した。顕鏡は SMZ 1500 microscopeを用いた。 
 


























  第 2 章で解析を行った At3g03250 を AtUGP1、At5g17310 を AtUGP2 とした。
AtUGP1は 469のアミノ酸で構成され、推定される分子量は 51.7 kD、等電点は 5.98
であった。AtUGP2は 470のアミノ酸で構成され、推定される分子量は 51.9 kD、
等電点は 5.80であった。AtUGP1と AtUGP2はアミノ酸レベルで 92%の相同性を示
した。Pfam 22.0を用いてドメイン検索を行った結果、AtUGP1の 25番目から 437
番目のアミノ酸に UDPGドメイン(e-value: 4.8e-270)が存在した。また、AtUGP2の
26番目から 438番目のアミノ酸に UDPGドメイン(e-value: 6.7e-274)が存在してい
た(図 4-2)。シロイヌナズナゲノムに UDP-glucose pyrophosphorylase (UGPase)をコー
ドする遺伝子は AtUGP1, AtUGP2の 2つ以外には存在しなかった。これらのことか











  第 2章では atugp1, 2二重変異体が胞子体型雄性不稔であることが示された。
この結果を踏まえ、atugp1, 2の雄性生殖器官を観察した。 




















図 4-3. AtUGP1, AtUGP2の RT-PCRによる発現解析 
 
Roは根、Siは莢、Leは成熟葉、Fbは未成熟蕾、Ofは開花後の花器官、gDNAは
ゲノム DNAを示す。対照区として Actinを用いた。 
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シロイヌナズナは閉花受粉であるため、野生型の開花直後の葯は既に裂開が起
こっており花粉が放出されている。しかし、atugp1, 2における開花直後の葯を観察





  Technovit 7100により葯、成熟葉の横断面を観察した。atugp1, 2における花粉
の分化過程を葯の横断面から観察したところ、花粉母細胞は正常であった(図 4-5A, 
F)。また、表皮細胞、内被、中間層、タペート細胞は atugp1, 2 において正常に分
化していた(図 4-5F, G, H, I, J)。葯の裂開前後に見られる特徴的構造物であるフィブ





















図 4-4. atugp1, 2における花器官と葯の表現型 
 
A: 野生型の開花直後の花器官 
B: atugp1, 2 (T-DNAホモ挿入) の開花直後の花器官 
C: 野生型の葯のアレキサンダー染色 
D: atugp1, 2 (T-DNAホモ挿入) の葯のアレキサンダー染色 
スケールバー: 200 µm 
 
 









図 4-5. atugp1, 2における葯の表現型 
 
Aから Eは野生型、Fから Jは atugp1, 2の葯を示す。 
A, F: 花粉母細胞期の葯、B, G: 四分子期の葯、C, H: 1, 2細胞性花粉期の葯、D, I: 3
細胞性花粉期、E, J: 裂開期の葯 
Cw: カロース膜、E: 表皮、En: 内被、Fb: フィブラスバンド、Ml: 中間層、Mtet: 異
常な四分子、PMC: 花粉母細胞、T: タペート細胞、Tet: 四分子、PG: 花粉 
スケールバー: 10µm 





図 4-6. atugp1, 2成熟葉の形態観察 
 
A: atugp1, 2と野生型における播種後 30日の植物体 
B: Technovit 7100による成熟葉の横断面作製に用いた部位の模式図 
C, E: 野生型成熟葉の横断面 
D, F: atugp1, 2成熟葉の横断面 
E: 表皮細胞、Pl: 柵状組織、S: 気孔、Sp: 海綿状組織、Vb: 維管束 
スケールバー: 50 µm 
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Gibeaut 1993, Reiter 1994)。減数分裂が始まると微小管は減衰し、続いて一次膜と原




ことを防ぐ役割を担っていると考えられている(Heslop-Harrison and Mackenzie 
1967)。カロース膜はエキシンを形成するための鋳型として機能するものと考えら
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れており(Waterkeyn and Beinfait 1970, Worrall et al. 1992)。エキシンは、タペート細
胞から分泌されるスポロポレニンによりカロース膜のすぐ内側で合成され、このエ
キシンが正常に形成されない変異体の花粉は成熟できない(Aarts et al. 1997, 
Paxson-Sowders et al. 2001, Ariizumi et al. 2004, Vizcay-Barrena and Wilson 2006)。また、
葯室内でカロース分解酵素を強制発現させると上述の変異体と同様にエキシンが
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シロイヌナズナゲノムにおいてカロース合成酵素は 12 個存在しており、その
いくつかは変異体が単離されている。cals5 変異体は四分子期に正常なカロース膜
が形成されず雄性不稔性を示す(Dong et al. 2005)。cals5はエキシンが正常に形成さ
れず減数分裂後には細胞が合着したような構造物が確認される(図 4-7B)。また、
cals11, 12変異体でも同様な表現型が確認された(図 4-7C, Enns et al. 2005)。この表
現型は atugp1, 2でも観察されたことから、atugp1, 2も cals5のようにカロース膜が
生成されないことにより、エキシンが正常に形成されず雄性不稔性を示していると
考えられた。また、cals5や cals11, 12はごく少数ながら種子が形成されるが(Dong et 





  植物において UDP-glucose は 2 つの異なる経路により合成される。1 つは





として作用しており、酵母において UGPase 活性が 10 分の 1 に減少している変異
体では細胞壁における β-glucan含有量が減少する(Daran et al. 1995)。また、酢酸菌














図 4-7. atugp1, 2とカロース合成酵素変異体の比較 
 
A: atugp1, 2 
B: cals5変異体(Dong et al. 2005) 
C: cals11, 12二重変異体 (Enns et al. 2005) 
矢印は異常な四分子を示す。
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かっている(図 4-1)。 






は、UDP-glucose が SuSy により一部供給され、細胞壁合成がある程度行われてい
る可能性が考えられる。また、シロイヌナズナにおいてカロース合成酵素(CalS)は




を定量する必要性が考えられる。また、UDP-glucose と UDP-galactose を可逆的に
転化している UDP-galactose 4-epimeraseのシロイヌナズナにおける uge1, 2, 4三重
変異体は atugp1, 2と類似した矮小化する表現型を示す(図 4-8 C, Rösti et al. 2007)。
uge1, 2, 4では、細胞壁のガラクトース含量や pectic galactan量が野生型に比べ減少
していたことから(Rösti et al. 2007)、atugp1, 2でもこれらの細胞壁構成物の減少に
より植物体の矮小化が起こることが示唆された。atugp1, 2や uge1, 2, 4は、雄性不















図 4-8. atugp1, 2と UDP-glucoseの生合成、異化に関わる変異体比較 
 
A: atugp1, 2 
B: cals11, 12二重変異体 (Enns et al. 2005) 
C: uge1, 2, 4三重変異体 (Rösti et al. 2007) 




































































































ロアレイによる大規模な発現解析によって得られた葯特異的遺伝子群(Endo et al. 
2002a, b, 2004)の遺伝子機能を明らかにすることを目的として実験を行った。 
 
  第 1章では、Endoら(2002a)によって単離されたミヤコグサ小胞子期葯で発現
する EST のコンティグ化と完全長 cDNA を単離した。コンティグ化の結果、9 つ
の ESTは、4つのコンティグに収束した。これら 4つのコンティグに関し、完全長









をコードする At1g74960 の変異体は、T-DNA の分離比から胚性致死であることを
明らかにした。3) UGPaseをコードする At3g03250と At5g17310の二重変異体にお
ける T-DNAホモ挿入個体は、胞子体型雄性不稔であることを明らかにした。 
 
  第 3章では、第 2章で単離した胚性致死変異体を atkas2変異体とし、胚の発生
過程を調査したところ、atkas2変異体の胚は球状胚で分化が停止していることがわ
かった。AtKAS2 は胚特異的発現を示さず、子葉、葉、花粉などの器官で発現する




  第 4章では、第 2章で単離した胞子体型雄性不稔変異体を atugp1, 2とし、葯
の詳細な表現型解析を行った。atugp1, 2の四分子はカロース膜が正常に分化せず、
そのことにより胞子体型雄性不稔性を示すことを明らかにした。 
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